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© Procede* de construction d'une souche de levure de boulangerie presentant une une proprtete* Lti, c'est a 
dire la capacite d'etre pratiquement inactive mais de survivre dans une pate a une temperature inferieure ou 
egale a 14- C a laquelle la pate ne congele pas, et d'etre pratiquement inactive jusqu'a 18 *C dans un milieu 
maltose, dans lequel on croise premierement une souche Saccharomyces cerevisiae haploVde presentant la 
capacite d'§tre inactive a une temperature de 3 a 10 de preference au dela de 10-C, avec une souche 
Saccharomyces cerevisiae haploVde presentant au moins un allele MAL actif mais sous repression catabolique, 
puis dans une deuxieme etape on croise les segregants, et enfin on selectionne une souche diplo'fde prototrophe 
presentant un phenotype Lti, un phenotype Mai actif mais sous repression catabolique, et un potentiel de 
croissance en processus fed-batch. Souche de levure de boulangerie industrielle Saccharomyces cerevisiae 
presentant un rendement de croissance en processus fed-batch de 0,1 a 0,5 g de biomasse seche par g de 
sucre, une production de C0 2 inferieure a 15 ml/h/kg de pate jusqu'a 8*C, inferieure a 20 ml/h/kg de pate 
jusqu'a 12 et inferieure a 10 ml par g de levure pressee jusqu'a une temperature de 18 *C apres 4 jours de 
culture en milieu maltose. Utilisation de souches ainsi construites dans un procede de preparation d'une pate de 
boulangerie refrigeree et emballee, dans lequel on melange cette levure Lti a au moins de I'eau et de la farine, 
puis on emballe la pate dans un recipient qui comprend une soupape de sortie de gaz. 
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La presente invention a pour objet un procede de construction de souches industrieltes de levure de 
boulangerie presentant une propriete Lti, des souches de levure presentant une propriete Lti ( I'utilisation 
desdites souches dans la preparation d'une pate de boulangerie, une methode de preparation d'une pate 
de boulangerie refrigeree comprenant une de ces souches de levure, et une p£te de boulangerie 
5 comprenant les souches selon la presente invention. 

II est connu que ie gout et la texture d'une pate de boulangerie qui est levee par des levures sont bien 
superieurs a ceux d'une pate qui est levee par des agents chimiques. On connaTt egalement des articles de 
boulangerie du commerce tels que des pates a petits pains et a croissants, qui sont destines a etre 
conserves au refrigerateur avant fermentation et cuisson, et qui comprennent cependant un agent de levage 
w chimique. 

C'est pourquoi, EP 0487878 decrit I'utilisation de souches de levures presentant une propriete ou un 
phenotype Lti, autrement dit une propriete d'etre peu actives sous refrigeration mais de survivre a ces 
temperatures (Lti est le sigle de ('expression anglaise "low temperature inactive"), comme agent de levage 
pour la production d'artictes de boulangerie a cuire au four apres conservation sous refrigeration. Cepen- 

75 dant, ces levures sont trop vigoureuses c'est a dire degagent trop de gaz a des temperatures eievees de 
refrigeration, c'est k dire entre 8 et 12 °C, voire meme 14 qui sont d'ailleurs communement observes, 
parfois pendant des temps prolonges dans les conditions usuelles de stockage industrielles de produits 
refrigeres. Cette vigueur peut etre en particulier attribute & la presence dans ces souches d'un allele MAL 
actif et non reprime par une voie catabolique, mais aussi a une selection insuffisante du caractere Lti de 

20 ces souches. Enfin, ces levures ne sont egalement pas optimisees pour repondre favorablement a toutes 
les conditions necessaires a leur production industrielle, telle qu'une bonne capacite a §tre sechee, ou un 
rendement de croissance efeve, par exemple. 

De la meme maniere, WO 93/01724 et EP 0556905 decrivent I'utilisation de souches de levure 
presentant une propriete similaire a celle decrite dans EP 0487878. Cependant, les souches decrites 

25 appartiennent a une classe de mutants Lts (Lts est le sigle de I'expression anglaise "low temperature 
sensitive"; Singh et al., 1974, Genetics 77, 651-659) qui presentent souvent une perte rapide de leur 
viabilite a des temperatures de refrigeration. De plus, ces levures sont peu adaptees a une production et a 
une utilisation industrielle optimale. En effet, il s'agit de levures de laboratoire haploTdes et auxotrophes qui 
ne sont guere aptes a etre cultivees sur des milieux industriels traditionnels. De plus, leur potentiel de 

30 croissance et leur productivity sur ces milieux sont probablement faibles en comparaison avec ceux d'une 
souche de levure de boulangerie industrielle, telle que la souche "Levure de boulangerie bleue" (LBB) 
(Lesaffre, France), par exemple. De plus, la stabilite genetique de ces souches est probablement egalement 
insuffisante pour envisager leur production industrielle. Une partie de la production risquerait en effet de 
perdre le caractere Lts. Enfin, ces souches ne sont probablement guere a meme de survivre a un sechage 

35 traditionnel de la mime maniere que peut survivre a un tel sechage une souche de boulangerie industrielle. 

WO 93/01724 decrit egalement une methode de preparation d'une pate de boulangerie emballee et 
refrigeree comprenant comme levain des levures Lts. Dans cette methode, on prepare ladite pate en 
melangeant lesdites levures a au moins de fa farine et de I'eau, on introdutt ensuite cette pate dans un 
recipient que Ton scelle, puis on leve la pate dans ledit recipient que Ton conserve a une temperature de 

40 refrigeration. On obtient ainsi un recipient sous pression contenant une pate refrigeree dans laquelle les 
levures Lts sont censees etre quasiment inactives pendant toute la duree du stockage du recipient a froid. : 
Cette methode n'est toutefois pas satisfaisante pour differentes raisons. Premierement, lors de t'ouver- 
ture du recipient on observe un gonflement rapide de ia pate due a sa decompression. Malheureusement, 
ce gonflement est tel qu'il tend a detruire la texture traditionnelle de la pate. 

45 ^ De plus, les levures Lts sont probablement susceptibles de degager beaucoup trop de gaz et d'aromes 
a des temperatures eievees de refrigeration, c'est a dire entre 8 et 12 *C, voire meme 14 Q C, qui sont 
d'ailleurs communement observees dans les conditions usuelles de stockage industrielle de produits 
refrigeres. Ainsi, au bout d'un temps de stockage de quelques semaines, la pression interne du recipient 
risque d'etre telle qu'elle serait susceptible de le faire exploser. De plus, la concentration d'aromes 

so presents a la fois dans la pate et I'atmosphere du recipient risque egalement d'etre telle qu'elle serait 
susceptible de denaturer les qualites oifactives et organoleptiques traditionnelles de la pate. 

En outre, aux temperatures basses de refrigeration, c'est a dire jusqu'a 8'C, les levures decrites sont 
censees ne pas degager de gaz et done ne pas degager d'aromes sous peine de faire monter 
dramatiquement la pression dans le recipient. Ainsi, ces aromes sont censes etre produits principalement 

55 pendant la levee de la pate, suite a quoi peu d'entre eux sont produits. De ce fait, les aromes etant par 
nature instable, la pate peut egalement perdre rapidement ses qualites organoleptiques au cours de son 
stockage. 
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Enfin, les levures ont ete fortement activees par I'etape de levee de la pate, et it est problematique 
d'envisager de les inactiver simplement en soumettant la pate qui les contient a une temperature de 
refrigeration. En effet, les levures ont alors un metabolisme fermentaire tres actif. 

II serait par consequent interessant de favoriser ('apparition des aromes caracteristiques d'une fermen- 
5 tation par des levures, tout au long de la periode de conservation de la pate, sans toutefois depasser une 
certaine concentration. De meme, il serait avantageux de pouvoir egalement s'affranchir des limites 
qu'impose la pression interne du recipient. 

La presente invention a pour but de pallier les inconvenients de Part anterieur, et de proposer ainsi un 
procede de construction de souches industrielles de levure de boulangerie presentant une propriete Lti, des 
w levures Lti et une methode de preparation d'une pate de boulangerie refrigeree comprenant une souche 
desdites levures Lti. 

Resume de I'invention 

15 A cet effet, dans le procede de construction d'une souche industrielle de levure de boulangerie 
presentant un phenotype Lti, c'est & dire la capacity d'etre pratiquement inactive mais de survivre dans une 
p§te & une temperature infdrieure ou egale & 14 a C k laquelle la p^te ne cong£le pas, et d'etre 
pratiquement inactive jusqu'& 18 *C dans un milieu maltose, on croise premiSrement une souche Saccharo- 
myces cerevisiae haploTde presentant la capacite d'etre inactive a une temperature de 3 a 10 *C, de 

20 preference au dela de 10'C, avec une souche Saccharomyces cerevisiae haplo'fde presentant au moins un 
allele MAL actif mais sous repression catabolique, puis dans une deuxieme etape on croise les segregants, 
et enfin on selectionne une souche diploVde prototrophe presentant un phenotype Lti, un phenotype Mai 
actif mais sous repression catabolique, et un potentiel de croissance en processus fed-batch. 

Les levures de boulangerie industrielles selon la presente invention presentent un rendement de 

25 croissance dans un procede fed-batch de 0,1 a 0,5 g de biomasse seche par g de sucre, une production de 
C0 2 inferieure a 15 ml/h/kg de pate jusqu'a 8'C, inferieure a 20 ml/h/kg de pate jusqu'a 12 °C, et en outre 
inferieure a 10 ml par gr de levure pressee jusqu'a une temperature de 18° C apres 4 jours de culture en 
milieu maltose. 

Dans le procede de preparation d'une pate de boulangerie refrigeree et emballee, on prepare ladite 
30 pate en melangeant des levures selon la presente invention a au moins de I'eau et de la farine, puis on 

emballe cette pate dans un recipient qui comprend une soupape de sortie de gaz. 

La pate de boulangerie selon la presente invention comprend au moins de I'eau, de la farine et une 

souche de levure Lti selon la presente invention, et est conservee a une temperature de refrigeration 

pendant au moins 1 ou 2 jours. 
35 Ainsi on a pu construire des souches remarquables de levure de boulangerie Lti presentant la propriete 

d'etre inactives mais vivantes dans une pate aux temperatures de refrigeration, et meme d'etre encore 

pratiquement inactives a des temperatures superieures, c'est a dire jusqu'a 18" C. 

Ces souches de levure de boulangerie presentent egalement la propriete d'etre plus adaptees a une 

utilisation industrielle. Ces souches presentent ainsi un rendement de croissance proche. voire egal a celui 
40 d'une souche industrielle commercialisee. telle que la levure LBB. Ces souches se pretent egalement 

remarquablement bien a un sechage en vue de leur conservation sans qu'elles perdent leur activite d'une 

maniere significative apres rehydration. Enfin, il faut egalement noter la stabilite genetique surprenante de 

ces levures pour leur caractere Lti. 

Enfin, grace a la methode de preparation de ladite pate selon la presente invention, on evite tous les 
45 inconvenients lies a la pression interne du recipient. On peut utiliser ainsi un materiel d'emballage plus 

souple. Le gout de la pate est egalement ameliore du fait de I'activite residuelle des levures qui 

developpent des aromes tout au long de la periode de conservation, sans toutefois faire lever la pate, et du 

fait egalement de la sortie vers I'exterieur de Temballage de t'exces d'aromes produits au cours de la 

periode de stdckage. 

so Enfin, au cours de son stockage la pate se sature en gaz, ce qui permet directement de la cuire car la 
presence de gaz dans la pate suffit a la faire gonfler lors de sa cuisson. On evite ainsi une etape 
preliminaire de levee de la pate. 

Par ('expression "allele MAL" on entend dans le present expose, un gene complexe faisant partie de la 
famille des genes MAL codant pour trois fonctions, une a-glucosidase, une permease et une proteine de 

55 regulation. Et, par I'expression "allele MAL actif mais sous repression catabolique" on entend un allele MAL 
dont I'expression de ses fonctions est reprimee par la presence dans le milieu de culture de glucose ou de 
saccharose (allele MAL inductible) par exemple, ou un allele MAL qui exprime ses fonctions mais dont les 
fonctions elles memes sont reprimees par la presence dans le milieu de culture de glucose ou de 
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saccharose (allele MAL constitutif), par exemple. 

Par I'expression "levures Lti" on entend les levures qui ont la propriete ou le phenotype d'etre 
pratiquerhent inactives mais vivantes dans une pate k une temperature egaie ou inferieure k 14* C k 
laquelle la pate ne congele pas, et d'etre aussi pratiquement inactives jusqu'fc 18 *C dans un milieu 
5 maltose. 

De meme, par I'expression "potentiel de croissance", on entend une aptitude a etre cultivee avec un 
bon rendement et une bonne productivity par un processus utilisable industriellement, notamment par le 
processus de culture traditionnel de la levure de boulangerie connu sous le nom de fed-batch (addition 
lente et progressive d'une solution de sucre k une suspension sous aeration, de maniere k eviter la 
70 formation d'alcool au cours de la production de biomasse et k maximiser le rendement). 

De plus, par le terme "prototrophic", on entend une levure qui se developpe sur un milieu de culture 
comprenant uniquement une source de carbone, d'azote, de phosphate, de souffre, des oligoelements et 
des traces de vitamines. Ce milieu peut etre appete "milieu minimum". 

En outre, par I'expression "temperature de refrigeration" on entend toutes les temperatures inferieures 
75 ou egales k 12 • C auxquelles la pate ne congele pas. 

Enfin, dans la suite de la description le terme "pate" ou "pate de boulangerie" d^signe une pate de 
boulangerie traditionnelle telle qu'une pate k pizza, une pate k pain ou une pate k croissant, par exemple. 
Ces pates peuvent comprendre en particulier au moins une quantity appropriSe de.farine de ble. de sels, 
d'huile, et d'eau, par exemple. 

20 

Description des dessins 

Figure 1: 

25 Representation du niveau de production de C02 en fonction du temps pour 100 gr de pate comprenant 

1% de levure pressee, a 8-C, 12 -C, et 30 *C, pour les souches NCIMB 40611, 40612, et une levure de 
boulangerie Hindelbank. 

Figure 2: 

30 

Representation tridimensionnelle du niveau de production de C02 en milieu maltose en fonction de la 
temperature et de la duree pour les souches NCIMB 40612. 

Figure 3: 

Representation tridimensionnelle du niveau de production de C02 en milieu maltose en fonction de la 
temperature et de la duree pour la "levure de boulangerie bleue" (LBB, pour comparaison). 

Description detaiilee de I'invention 

Pour mettre en oeuvre le present procede de construction d'une souche de levure presentant une 
propriete Lti, on croise premierement une souche Saccharomyces cerevisiae haploTde presentant une 
propriete Lti^ avec une souche Saccharomyces cerevisiae haploVde presentant au moins un allele MAL actif 
mais sous repression catabolique. 

Pour-ce faire, on peut choisir une souche Saccharomyces cerevisiae haplo'ide presentant une bonne 
propriete Lti, c f est-a-dire la capacite d'etre inactive entre 3 et 10 °C, de preference au del& de 10 -C, par 
exemple. 

On peut egalement choisir une souche Saccharomyces cerevisiae presentant au moins un allele MAL 
sous repression catabolique qui est inductible, ce qui signifie que la-glucosidase n'est pas presehte 
constitutivement dans cette levure cultivee dans un milieu de culture industriel. En effet, ces milieux 
comprennent comme sucres principalement des sucres responsables de la repression catabolique, par 
exemple du glucose et/ou du saccharose. Par contre, dans une pate de boulangerie cette levure 
synthetisera l f a-glucosidase en vue d'utiliser le maltose de la pate seulement lorsque les sucres responsa- 
bles de la repression catabolique auront ete epuises par la levure. On peut ainsi choisir I'allele MAL2, MAL3 
ou MAL6, par exemple. 

De plus, I'allele MAL sous repression catabolique peut etre egalement constitutif, ce qui signifie que I'a- 
glucosidase est naturellement presente dans la levure tout en etant reprimee par la presence de glucose ou 
de saccharose du milieu de culture. Dans une pate de boulangerie cette levure utilisera alors directement le 
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maltose de la pate seulement lorsque les sucres responsables de la repression catabolique auront ete 
epuises par la levure. On peut ainsi choisir Tallele MAL2-8c, par exemple. 

Les descendants diploVdes issus du premier croisement peuvent etre mis alors a sporuler sur un milieu 
de sporulation traditionnel. pour obtenir des segregants haploVdes. On peut a ce stade, verifier les 

5 caracteres Lti et Mai des segregants haploVdes. en les cultivant sur un milieu comprenant comme seule 
source de carbone du maltose, par exemple le milieu YPM-Agar (voir chapitre milieux) pour le caractere 
Mai, et sur un milieu YPD-Agar a une temperature de refrigeration de 8°C, pendant au moins 21 jours pour 
le caractere Lti, par exemple. Apres au moins 21 jours, les colonies Lti qui survivent mais qui demeurent 
relativement actives sont selectionnees en fonction de leur developpement cellulaire visible compare a celui 

w du parent haploide non-Lti. On choisit de preference les colonies qui se developpent lentement a cette 
temperature. 

Ensuite, dans une deuxieme etape on croise entre eux les segregants de sexe opposes sur un milieu 
approprie. On peut ainsi croiser des segregants provenant du meme croisement premier, ou croiser des 
segregants provenant d'un croisement premier different, c'est-a-dire un croisement de deux segregants qui 

15 ont chacun des parents qui peuvent etre differents, ou dont Tun des parents peut etre le meme. On obtient 
ainsi un grand nombre de souches de levure diploVde presentant une grande diversity de caract^ristiques. 

On peut verifier le caractere prototrophe des levures diploTdes en les cultivant sur milieu minimum, par 
exemple. On peut §galement verifier le phenotype Ma! en les cultivant sur le milieu "YPM-Agar, par 
exemple. Les levures qui ont herite de leurs parents un ou plusieurs genes MAL sous repression 

20 catabolique vont ainsi utiliser le maltose et etre alors revelees par I'indicateur de pH present dans le milieu. 
On peut de plus verifier le caractere diploVde des levures, en les faisant sporuler sur un milieu approprie, 
par exemple. Enfin, on peut verifier la propriete Lti des souches diploVdes en les cultivant sur milieu YPD- 
Agar a une temperature de refrigeration de 8*C pendant 21 jours, par exemple. Les souches Lti s'y 
developpent alors tres lentement. 

25 Enfin, on selectionne parmi ces souches de levure diploVde, une souche prototrophe presentant un 

phenotype Lti, un phenotype Mai actif mais sous repression catabolique, et un potentiel de croissance en 
processus fed-batch. 

. A cette etape, on peut retenir done des criteres de selection plus severes et plus complets que ceux 
utilises au cours des etapes precedentes. On peut ainsi selectionner une propriete Lti particuliere en 

30 soumettant les souches a un test de production de C02 dans une pate de boulangerie, durant plusieurs 
jours, a des temperatures comprises entre 3 et 30 *C, notamment entre 8 et 14 • C, par exemple. 

On peut egalement selectionner ladite souche diploVde en fonction d'un potentiel de croissance, e'est a 
dire d'un taux de croissance exponentielle en processus fed-batch, en la developpant dans un milieu de 
culture qui demande chez les levures une metabolisation respiratoire de la ou des source(s) de carbone. On 

as peut ainsi selectionner des souches ayant un taux de croissance exponentielle egal ou superieur a 50% de 
celui d'une souche de levure industrielle referencee qui n'a pas une propriete Lti; comme par exemple la 
souche LBB, mais de preference les souches ayant ledit taux egal ou superieur a 65%, et en particulier les 
souches ayant ledit taux proche ou egal h 100%. 

En mettant en oeuvre le procede de construction selon la presente invention, on peut done construire 

40 des souches de levure qui presentent une propriete Lti remarquable. En effet. la repression du gene MAL 
-provoque un retard d'activite des levures presentes dans une pate qui est soumise a une temperature a 
laquelle ces levures redeviennent potentiellement actives. Ce retard s'explique en effet par le fait que les 
levures doivent d'abord utiliser les sucres responsables de la repression catabolique avant de pouvoir 
utiliser le maltose, et que ces sucres ne sont pas presents en quantite suffisante pour assurer une activite 

45 fermentaire optimale des levures. 

En outre, ce retard est encore plus important lorsque les levures Lti possedent un allele MAL inductible 
mais sous repression catabolique, car en effet la levure doit en plus synthetiser les fonctions capables 
d'utiliser le maltose apres qu'elle ait utilise les sucres responsables de la repression catabolique. Ces 
levures Lti sont de ce fait encore moins sensibles a des variations de temperatures au-dessus des 

so temperatures de refrigeration. 

Ces levures peuvent done etre utilisees dans la production d'articles de boulangerie a cuire au four 
apres conservation sous refrigeration. 

Les levures de boulangerie industrielles selon la presentent invention sont susceptibles d'etre obtenues 
par le present procede de construction. Ces souches de boulangerie industrielle Saccharomyces cerevisiae 

55 presentent ainsi un rendement de croissance en processus fed-batch de 0,1 a 0,5 g de biomasse seche par 
g de sucre(s), une production de C02 inferieure a 15 ml/h/kg de pate jusqu'a une temperature de 8*C. 
inferieure a 20 ml/h/kg de pate jusqu'a 12°C t et une production de C02 inferieure a 10 ml par gr de levure 
pressee jusqu'a 18 • C, apres 4 jours de culture en milieu maltose. 
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De preference, les levures selon la presente invention presentent une production de C02 inferieure k 7 
ml'h/kg de pate jusqu'a une temperature de 8*C, notamment 0,1 a 7 ml/h/kg, et inferieure a 12 ml/h/kg de 
pate jusqu'a 12 '0, notamment 0,1 a 12 ml/h/kg. 

On peut egalement selectionner des souches de levures qui presentent une production de C02 
5 inferieure a 3 ml/h/kg de pate jusqu'a une temperature de 12* C, par exemple. 

De meme, on peut selectionner des souches de levures qui presentent un rendement de croissance en 
processus fed-batch egal ou superieur a 0,5 g de biomasse seche par g de sucre(s), par exemple. 

Parmi diverses souches de Saccharomyces cerevisiae ainsi obtenues, on en a depose deux a titre 
d'exemples, selon le Traite de Budapest, le 28.01 .94 , a la National Collection of Industrial and Marine 
10 Bacteria Ltd. (NCIMB), P.O.Box 31, 135 Abbey Road, ABERDEEN AB9 8DG, Ecosse (Royaume uni) ou 
elles ont regu les numeros NCIMB 4061 1 et 40612. 

La souche NCIMB 40611 presente en outre les caracteristiques suivantes. 

Morphologie: cellules eiliptiques d'une taille relativement homogene. 

Fermentation: levures capables de fermenter le saccharose, le glucose et le maltose. 
75 De meme, La souche NCIMB 40612 presente les caracteristiques suivantes. 

Morphologie: cellules eiliptiques d'une taille relativement homogene. 

Fermentation: levures capables de fermenter le saccharose, le glucose et le maltose. 

Dans le proc£d£ de preparation d'une pate de boulangerie refrigeree et emballee selon la presente 
invention, on prepare une pate en melangeant une levure selon la presente invention k au moins de I'eau et 
20 de ia farine, puis on emballe cette pate dans un recipient qui comprend une soupape de sortie de gaz. 

On peut ainsi melanger puis emballer la pate a des temperatures de refrigeration. 

L'atmosphere du recipient peut etre egalement composee d'un gaz inerte tels que de I'azote ou du 
dioxyde de carbone, seul ou en combinaison. Cette atmosphere peut etre cree, par exemple, en aspirant 
I'oxygene du recipient par le vide puis en tnsufflant le gaz inerte avant de sceller (edit recipient. Cette 
25 atmosphere permet en particulier d'eviter un developpement de champignons. 

En particulier, on peut egalement melanger la levure a la pate a raison de 0,1 a 1% en matiere seche 
de levure pressee ou rehydratee. 

Ces levures peuvent en outre contenir du trehalose. Et, on peut ajouter a la pate 1,2 a 2% de NaCI, afin 
de diminuer le developpement excessif de la flore naturelle de la pate. 
30 La pate refrigeree selon la presente invention peut etre preparee et emballee en utilisant la methode de 

preparation d'une pate decrite ci-dessus. Cette pate presente en outre une texture et un arome caracteristi- 
ques d'une pate ayant la meme composition et qui est levee par des levures de boulangerie traditionnelles, 
comme la levure LBB. On peut cependant preferer la pate refrigeree de la presente invention, torsque celle- 
ct est conservee pendant au moins 2 ou 3 jours a des temperatures usuelles de refrigeration. En effet, 
35 apres 2 ou 3 jours de conservation de la pate a des temperatures de refrigeration, les levures Lti produisent 
suffisamment de gaz dans la pate pour que celle-ci gonfle directement lorsqu'elle est cuite. Une etape de 
levee de la pate est done evitee. 

Les exemples ci-apres sont presentes a titre d'illustration du procede de construction de souches Lti, 
du procede de preparation d'une pate selon la presente invention, des souches Lti obtenues par le procede 
40 de construction, et de la pate emballee et refrigeree obtenue par le present procede de preparation. Les 
pourcentages sont donnes en poids sauf indication contraire. 

Ces exemples sont precedes d'une description de divers tests, de la composition de divers milieux, et 
d'une breve presentation des dessins. 

45 Tests 

1. Production de CQ2 dans une pate: 

Pour realiser ce test, on prepare une pate de boulangerie qui servira de milieu de culture. Cette pate 
so comprend 60,2% de farine, 29,2% d'eau, 1,4% de NaCI, 7.2% d'huile de cacahouete, et 2% de levures Lti 
k 15% de matiere seche. Tous les ingredients sont conserves a 4°C et on prepare la pate entre 4-8 °C. 

Pour cela, on prepare premierement une suspension homogene de levures en mettant quelques 
grammes d'une suspension de levures Lti a 30% de matiere seche dans un tube Falcon de 50 ml, et en 
ajoutant une quantite equivalente d'eau de fagon a obtenir une suspension a 15% de matiere seche, puis 
55 en agitant le tout. Ensuite, on melange la farine et le sel, puis on ajoute I'huile de cacahouete et I'eau. et 
enfin on ajoute la suspension de levure Lti. Finalement, on brasse la pate jusqu'St ce qu'elle ne colle plus, 
sans toutefois trop la travailler. On obtient alors une pate lisse. On preleve alors 100 gr de cette pate que 
Ton transfere dans un Risograph (RDesign, USA), puis on mesure immediatement le degagement de C02. 
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Le degagement de gaz est mesure premierement a 8°C toutes les heures pendant 120 heures. Puis on 
eleve la temperature a 12 °Cet on mesure le degagement de gaz toutes les heures pendant 120 heures. 
Enfin, on eleve la temperature a 30 *C et on mesure le degagement de gaz toutes les 10 minutes pendant 
6 heures. L'activite des levures est alors determinee en calculant la pente initiale de degagement de gaz 
5 (ml/h/kg de pate) pour chacune des temperatures. 

2. Potentiel de croissance: 

Ce test a pour but de selectionner des souches de levure qui presentent une capacite de croissance 
io proche de celle de souches de levure industrielle. 

Pour ce faire, on cultive les souches de levure dans un milieu qui induit un metabolisme similaire a 
ceiui de souches cultivees en fermentation fed-batch. On sait en effet que dans un processus fed-batch 
traditionnel les levures assimilent les sources de carbone par des voies metaboliques respiratoires, qu'elles 
n'accumulent pas ou peu d'ethano! et d'acetate, et qu'elles sont capables en plus de les reassimiler tr£s 
75 rapidement par des voies respiratoires. On selectionne ainsi les souches en les cuitivant sur un milieu de 
culture qui demande aux levures une metabolisation respiratoire de la ou des source(s) de carbone. 

Pour cela, on cultive les levures en Erlenmeyer (qui comprennent des chicanes qui favorisent Iteration 
du milieu) dans un milieu YNEA comprenant comme source de carbone de l'§thanol et de Tacetate. Une 
faible quantite d'extrait de levure est ajoutee dans le but de mimer les milieux usuels industriels, tel qu'un 
20 milieu comprenant de la melasse. De plus, on tamponne le milieu a pH 4 avec du succinate et de I'acide 
hydrochlorique pour favoriser la presence de I'acetate sous sa forme acide. 

Dans ce test, on pre-cultive les levures que Ton teste dans 5 ml de milieu YPD a 30 *C, sous agitation 
a environ 190 rotations par minute (rpm) pendant 12 heures a 30 *C. Puis, on inocule 100 ml de milieu YNE 
(contenu dans un Erlenmeyer de 500 ml comprenant les chicanes) avec 1 ml de la pre-culture, et on incube 
25 24 heures a 30'C sous agitation (190 rpm). Enfin, on inocule 100 ml de milieu YNEA (contenu dans un 
Erlenmeyer de 500 ml comprenant les chicanes) avec la culture precedente en une quantite telle que Ton 
atteint une DOsoo proche de 0,1, et Ton incube a 30 *C sous agitation pendant 10 heures en mesurant la 
DO600 toutes les 2 heures. 

On selectionne alors les souches presentant le meilleur taux de croissance exponentielle. On choisit 
30 ainsi de preference les souches qui presentent un taux de croissance exponentielle superieur ou egal a 
50% de celui de la souche LBB, en particulier superieur ou egat a 65%, et notamment proche ou egal a 
100%. 

3. Rendement en culture fed-batch: 

35 

On realise une culture des levures selectionnees dans des conditions industrielles de fermentation fed- 
batch. 

Pour cela, on cultive premierement les levures a 30 a C sous agitation dans plusieurs recipients 
contenant chacun 400 ml de milieu YPD. Puis on inocule sterilement avec 3 litres des cultures precedentes 

40 un fermenteur de 30 litres (Chemap, Suisse) contenant 8 litres de milieu "pre-melasse" (voir chapitre 
"milieux"). Enfin, on realise une fermentation selon le processus fed-batch traditionnel en incubant a 30 *C 
sous agitation (250 a 450 rpm) et aeration croissantes (0,02 a 0,8 m 3 /h), pendant 24 heures, en maintenant 
le pH a 4,5 par ajout de quantites adequates de NhUOH, en controlant la mousse produite par ajout de 
quantites croissantes d'agent anti-moussant tel que du Contraspum 210 (1,5% poids/volume de milieu; 

45 Binggeli-Chemie, Suisse), et en ajoutant regulierement une quantite crpissante adequate de milieu "melas- 
se" jusqu'a un volume final d'environ 22 litres. 

Finalement, on transfere sterilement le produit de cette derniere fermentation dans un fermenteur de 
300 litres (Chemap, Suisse) et on realise a nouveau une fermentation fed-batch en incubant a 30 *C sous 
agitation (240 a 350 rpm) et aeration croissantes (0,2 a 10 m 3 /h), pendant 28 heures, en maintenant le pH & 

so 4,5 par ajout de quantites adequates de Nh-UOH, en controlant la mousse produite par ajout de quantites 
croissantes d'agent anti-moussant tel que du Contraspum (5% poids/volume), et en ajoutant regulierement 
une quantite croissante adequate de milieu "melasse" pendant 26 heures jusqu'a un volume final d'environ 
180 litres. 

Pendant les deux dernieres heures de fermentation, on n'ajoute done plus de melasse, on diminue ainsi 
55 la quantite de residus de substrat dans le milieu, de maniere a eviter la presence de sucres qui 
favoriseraient la croissance des levures a une temperature de refrigeration. 

Enfin, on favorise par la meme, egalement, la formation de trehalose dans les levures. Ce sucre de 
stockage est relativement important pour accroftre la viabilite des levures dans un procede de sechage 
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traditionnel, 

Le tableau suivant illustre la quantite de milieu "melasse" que Ton ajoute en fonction du temps, pour 
les fermentations de 30 et 300 litres. 



10 



15 



20 



25 



35 



40 



45 



50 



55 
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Fermentation fed-batch 30 litres 


Fermentation fed - hatch *30fl Mtro« 




temps (h) 


milieu melasse (g/h) 


milieu mela^*sfi (n/h\ 
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62.5 


600 
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62.5 
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62.5 
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11 
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12 
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1 700 
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1800 
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20.00 




17 
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P100 
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18 


220 


2200 




19 


235 


P?00 




20 


249 


P400 


35 


21 


264 


9^00 




22 


279 


2600 




23 


293 


2700 


40 


24 


308 


2800 


25 


/// 


2800 




26 


/// 


2800 




27 


/// 


0 



45 



On refroidit alors la culture du fermenteur de 300 litres jusqu'a 12 9 C, puis on la centrifuge (centrifugeu- 
se Westfalia) jusqu'a obtenir environ 20% de matiere seche, et puis on resuspend les levures sedimentees 
dans de I'eau. On re-centrifuge ensuite cette suspension tout en lavant la biomasse durant cette centrifuga- 
tion avec environ 300-400 litres d r eau sterile pour 100 litres de suspension. 

^ On peut ajouter a ce stade de la vitamine C pour diminuer I'oxydation de la biomasse. La vitamine C 
presente egalement I'avantage de reduire le pH a 4,4. 

Finalement. on centrifuge la biomasse (centrifugeuse "De Laval") pour oter. des impuretes jusqu'a 
obtenir 28% de matiere seche. puis on presse ladite biomasse (presse Biicher) jusqu'a obtenir une matiere 
seche de 34 a 35%. On obtient alors des levures pressees. 

On peut alors determiner le rendement de croissance des levures. Pour cela, on determine la quantite 
de biomasse seche obtenue pour la quantite de sucres ajoutee au cours de la fermentation (principalement 
du saccharose present dans la melasse). 
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4. Stabilite genetique: 

La stabilite genetique d'une souche de levure pour un caractere particulier tel que le caractere Lti, est 
un facteur decisif pour rindustrialisation d'une telle souche. 
s Pour apprecier cette stabilite on recherche des revertants pour le caractere Lti. Pour cela, on etale 
environ 10 8 cellules d'une culture de cellules en processus fed-batch industriel sur 10 boftes de Petri 
contenant un milieu YPD, on incube les boites a 8*C, puis on determine les colonies qui se developpent & 
cette temperature apres environ 4 semaines. 

10 5. Production de CQ2 sous un gradient de temperature. 

On realise ce test dans un appareil specialement congu pour cela qui comprend un bloc a gradient de 
temperature presentant des loges & temperatures variables, par exemple, dans lesquelles on peut introduire 
I'extremite inferieure de tubes de fermentation. Ces tubes presentent une extremite superieure fermee et 

75 graduee, ainsi qu'un ballon d'expansion branche sur le cote. Le CO2 produit par la levure s'accumule dans 
I'extr^mite superieure graduee de chaque tube, le milieu de culture dgplace par ('accumulation du gaz 
pouvant passer dans le ballon d'expansion. 

Pour realiser ce test, on inocule 2 ml d'une culture d'une nuit sur milieu YPD de la souche k tester 
dans 200 ml d'un premier milieu contenant 0,67% d'une base azotee sans acides amines, telle que le 

20 produit commercialise par la maison Difco sous la designation "yeast nitrogen base without amino acids", 
par exemple, 0,5% d'extrait de levure, 2% de saccharose, 1% de succinate de sodium et de I'acide 
chlorhydrique concentre pour ajuster le pH a 4,5, dans un flacon de 500 ml. On incube sous agitation 
durant 24 h a 30 * C. 

On separe les cellules par centrifugation sous 6000 g n a 20 °C durant 5 min et on les met en 
25 suspension dans 200 ml d'un deuxieme milieu contenant 0,67% d'une base azotee sans acides amines, 
0,3% d'extrait de levure et 0,3% de saccharose, 1% de succinate de sodium et de I'acide chlorhydrique 
concentre pour ajuster le pH a 4,5, dans un flacon de 500 ml. On incube sous agitation durant 24 h a 30* 
C. 

On separe les cellules par centrifugation sous 6000 g n a 4* C durant 5 min et Ton lave deux fois le 

30 culot de cellules de levure obtenu avec 50 ml d'eau distillee. 

On suspend tes cellules dans 10 ml d'eau distillee et on les transfere dans des tubes de polypropylene 
de 15 ml gradues et pre-peses. On les centrifuge sous 3000 g n a 4° C durant 10 min. On egoutte les 
tubes, on pese les culots de levure et on les met en suspension, & raison de 0,61 g de culot de levure 
equivalent a 0,5 g de levure pressee presentant une teneur en matiere seche d'environ 27%, par ml, dans 

35 un troisieme milieu contenant 0,67% de base azotee sans acides amines, 2% de maltose, 1% de succinate 
de sodium et de Tacide chlorhydrique concentre pour ajuster le pH a 4,5. On introduit 0,5 a 3 ml (pour des 
temperatures > 10 ° C) ou 1 a 3 ml (pour des temperatures < 10° C) dans des tubes de fermentation tels 
que decrits ci-dessus que Ton a remplis au prealable chacun avec 50 ml dudit troisieme milieu, autrement 
dit du milieu maltose, et que Ton a refroidis a 4*C. 

40 On incube les tubes de fermentation aux temperatures desirees dans le bloc a gradient de temperature 
decrit ci-dessus. On note la production de CO2 a intervalles choisis apres avoir plonge les tubes quelques 
secondes dans un bain a agitation sonique pour degager les bulles de CO2 retenues dans le milieu liquide. 
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Milieux 



Les pourcentages des composes sont donnes en poids/volume sauf indication contraires. 
YPM-Agar: 1% "Difco Bacto Yeast extract". 

2% "Difco Bacto Peptone". 
2% Maltose. 
50 2% "Difco Bacto Agar". 

0,9% volume/volume (v/v) d'une solution de 0,4% (v/v) de Rouge de Bromcresol dissout 
dans Tethanol pur. 
YPD: 2% "Difco Bacto Peptone". 

1% "Difco Bacto Yeast extract". ' 
55 2% Glucose. 

YPD- Agar: YPD comprenant 2% de "Difco Bacto Peptone" 
YNE: 0,67% "Difco Yeast Nitrogen Base sans acides amines". 

0,5% "Difco Bacto Yeast extract". 

1 1 
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1% Na2-Succinate. 
1,12% (v/v) HCI 5M. 
0,7% (v/v) ethanoi. 
YNEA: YNE avec 0,3% (v/v) d'acide acetique glacial. 

Pre-melasse: Le milieu initial de fermentation fed-batch contient le milieu pre-melasse ayant la 
composition suivante. 

100 kg d'eau demineralisee 
263 g (NH 4 )2HP04 
62 g MgSCU 
8.6 g NaCI 
7,82 g CaCI 2 
17 g Inositol 

0.84 g Ca-Pantothenate 
0.006 g Biotine 

Melasse: 

84.85% de melasse sterile (Aarberg. Suisse). 
13.85% d'eau. 
20 1% H2S04. 

On opere la sterilisation de la melasse de ia maniere suivante. On induit ta germination des spores 
contaminantes par traitement thermique a 80'C pendant 30 minutes, on laisse germer a temperature 
ambiante pendant 20 heures, on sterilise a 125*C pendant 2 minutes, puis apres refroidissement on separe 
les sediments par centrtfugation (centrifugeuse Westfalia). 

25 

Exemple 1 

On part d'une souche hapioide de Saccharomyces cerevisiae presentant une propriete Lti, telle que la 
souche NCIMB 40613 presentant le genotype MATa, ma!3, Its500 que Ton a deposee selon le traite de 
30 Budapest le 28.01.94, a la National Collection of Industrial and Marine Bacteria Ltd. (NCIMB), P.O.Box 31, 
135 Abbey Road, ABERDEEN AB9 8DG, Ecosse (Royaume uni). 

On croise cette souche avec une souche haploVde Saccharomyces cerevisiae comprenant un allele 
MAL actif mais sous repression catabolique et inducible, notamment la souche NCIMB 40614 presentant le 
genotype MATa, trp5, ade7, adel, MAL6 , deposee le 28.01.94 selon le traite de Budapest au meme 
35 organisme de depot que celui cite ci-dessus. 

On fait sporuler les levures diploTdes, on isole des spores haploVdes, puis on caracterise leur type 
sexuel par des moyens traditionnels, leur phenotype Mai par culture sur milieu YPM-Agar, et leur 
phenotype Lti par culture sur milieu YPD-Agar a 8*C pendant 21 jours. Apres 21 jours, les colonies Lti se 
distinguent par une faible croissance comparee a celle du parent haploid non-Lti, c'est a dire la souche 
40 NCIMB 40614. 

Environ 25% des segregants haploides partagent les phenotypes Lti et Mai, et sont ainsi selectionnes. 
Puis, on croise entre eux !es segregants de sexe oppose, et on selectionne alors des souches diploVdes 
de levures prototrophes. Pour cela, on verifie le phenotype Mai en les cultivant sur milieu YPM-Agar. 
Environ 50% des souches diploides partagent les phenotypes Lti et Mai. 

45 On selectionne aussi une propriete Lti en soumettant les souches au test de production de C02 dans 
une pate de boulangerie decrit ci-dessus. Environ, 100% des souches diploides ont une production de C02 
inferieure a 15 ml/h/kg de pate jusqu'a 8*C, et inferieure a 20 ml/h/kg de pate jusqu'a 12°C. En outre, 
environ 60% des souches diploides ont une production de C02 inferieure a 7 ml/h/kg de pate jusqu'a 8*C, 
et inferieure a 12 ml/h/kg de pate jusqu'a 12 °C. 

so On selectionne aussi un potentiel de croissance en processus fed-batch en cultivant les souches selon 
le test "potentiel de croissance" decrit ci-dessus. Environ 50% des souches diploides ont un taux de 
croissance exponentielle superieur a 65% de celui de la souche LBB referencee. Environ 30% des souches 
diploides ont un taux de croissance exponentielle superieur a 80% de celui de la souche LBB. Et environ 
12% des souches diploides ont un taux de croissance exponentielle superieur a 90% de celui de la souche 

55 LBB. 

Parmi diverses souches ainsi obtenues, on a depose, a titre d'exemple, la souche NCIMB 40611 
mentionnee plus haut. 
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Cette souche presente une propriete Lti remarquable. Comme on peut le voir dans la figure 1 qui 
iilustre !es resultats obtenus selon le test "production de C02 dans une pate", cette souche est 
pratiquement inactive entre 3 et 12 *C. Elle presente en effet une production de C02 inferieure a 3 ml/h/kg 
de pate a une temperature de 3-1 2 °C. On constate egalement que le niveau de production de C02 & 
5 30 • C monte rapidement. 

De plus, les resultats obtenus par le test "production de C02 sous un gradient de temperature", montre 
que cette souche ne degage pas de gaz jusqu'a 18 *C, apres 12 jours de culture en milieu maltose. 

En outre, cette souche presente un taux de croissance exponentielle egal h 66% de celui de la levure 
LBB, et un rendement de croissance en processus fed-batch, selon le test decrit precedemment, equivalent 
10 a celui qui est determine de la meme maniere pour la souche LBB, soit environ 0,5 g de biomasse seche/g 
de sucre. 

Enfin, on ne trouve pas de revertants selon le test de stabilite genetique decrit plus haut. Cette souche 
est ainsi particulierement stable. 

75 Exemple 2 

On part d'une souche haploTde de Saccharomyces cerevisiae pr^sentant une propriete Lti, telle que la 
souche NCtMB 40613 pr^sentant le genotype MATa, mai3, ItsSOO que Ton a deposee selon le traits de 
Budapest le 28.01.94, a la National Collection of Industrial and Marine Bacteria Ltd. (NCIMB), P.O.Box 31, 
20 135 Abbey Road, ABERDEEN AB9 8DG, Ecosse (Royaume uni). 

On croise cette souche avec une souche haploTde Saccharomyces cerevisiae comprenant un allele 
MAL actif mais sous repression catabolique et constitutif, notamment ta souche NCIMB 40615 presentant le 
genotype MATa, Ieu2, trpl, ura3, MAL2-8c, MAL3 , deposee selon le traite de Budapest le 28.01 .94! 

On fait sporuler les diploVdes, puis on croise les segregants et on selectionne des souches de la meme 
25 fagon que dans I'exemple 1. Les pourcentages de souches ayant une propriete Lti et un potentiel de 
croissance donnes sont similaires a ceux obtenus dans I'exemple 1. 

Parmi diverses souches ainsi obtenues, on a depose, a titre d'exemple, la souche NCIMB 40612 
mentionnee plus haut. 

Comme on peut le voir dans la figure 1 qui iilustre les resultats obtenus selon le test "production de 
30 C02 dans une pate", cette souche est pratiquement inactive entre 3 et 12 *C. Elle presente en effet une 
production de C02 inferieure a 7 ml/h/kg de pate a une temperature de 3-8 *C, et inferieure a 12 ml/h/kg 
de pate a au moins 12 d C, et on constate egalement que le niveau de production de C02 a 30 ° C monte 
rapidement. 

De plus, comme on peut le voir dans la figure 2 qui iilustre les resultats obtenus par le test "production 
35 de C02 sous un gradient de temperature", cette souche presente en outre une production de C02 
inferieure a 10 ml par g de levure pressee jusqu'a 18* C, apres 4 jours de culture en milieu maltose. Pour 
comparaison, on a egalement realise ce test pour la souche de reference LBB (voir la figure 3). 

En outre, cette souche presente un taux de croissance exponentielle egal a 90% de celui de la levure 
LBB, et un rendement de croissance en processus fed-batch, selon le test decrit precedemment, equivalent 
40 a celui determine de la meme maniere pour la souche LBB, soit 0,5 g de biomasse seche/g de milieu. 

Enfin, on ne trouve pas de revertants selon le test de stabilite genetique decrit plus haut. Cette souche 
est ainsi egalement particulierement stable. 

Exemple 3 

45 

On seche les levures de boulangerie Lti afin de pouvoir les conserver pendant iongtemps sous forme 
d'une poudre, de la maniere suivante. On utilise une culture de la souche NCIMB 40612 centrifugee et 
lavee comprenant environ 20% de matiere seche. On seche ensuite la levure d'une maniere traditionnelle, 
par exemple comme decrit dans le brevet US 4358250. On obtient ainsi une poudre de levure s&che 
so comprenant 96% de matiere seche. 

On rehydrate ensuite ces levures de la maniere suivante. On ajoute 10% de levure seche & 90% d'eau 
a 30 *C, puis on melange doucement pendant 20 minutes, "et enfin on ajoute une quantite d'eau a 4*C de 
maniere a obtenir une suspension de levure ayant un taux de matiere seche desire. 

On peut noter que la levure deshydratee puis rehydratee conserve complement son activite fermen- 
55 taire. 
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Exemple 4 

On prepare une pate de boulangerie refrigeree et emballee comprenant la souche de levure NCIMB 
40612 presses. Pour cela, on utilise une culture fraTche pressee de levure NCIMB 40612, comme decrit 
5 precedemment dans le test "rendement en culture fed-batch". 

On melange alors une quantite de ces levures pressees (comprenant environ 35% de matiere seche) k 
de la farine, de I'eau, de la matiere grasse et du sel de maniere a avoir une pate comprenant 0,2% en 
matiere seche de levure pressee, 60% de farine, 30% d'eau, 8% de margarine et 1,8% NaCI. 

On emballe ensuite cette pate de la meme maniere que celle decrite dans le brevet EP 0158590, a la 
to difference que le plastique d'emballage qui est etanche a Pair comprend une soupape de sortie de gaz, 
c'est-a-dire une soupape qui permet la sortie de gaz de I'interieur de I'emballage vers I'exterieur et qui 
interdit I'entree d'air de I'exterieur vers I'interieur de I'emballage. De plus, I'atmosphere interne de cet 
emballage comprend egalement 50% d'azote et 50% de dioxyde de carbone. 

75 Bcemple 5 

On prepare une pate de boulangerie rgfrigerSe et emballee comprenant la souche de levure NCIMB 

40611 pressee. Pour cela, on utilise une culture fraTche pressee de levure NCIMB 40611, comme dScrit 
precedemment dans le test "rendement en culture fed-batch". Une quantite de la culture de levure pressee 

20 est alors melangee a de la farine, de I'eau, de la graisse et du sel dans des proportions identiques a celles 
de I'exemple 4, puis la pate est emballee de la meme maniere que celle decrite a I'exemple 4. 

Exemple 6 

25 On prepare une pate de boulangerie refrigeree et emballee comprenant la souche de levure NCIMB 

40612 rehydratee. 

On utilise la suspension de levures NCIMB 40612 rehydratees de I'exemple 3 comprenant 10% de 
matiere seche, et on prepare ainsi une pate comprenant 0,3% en matiere seche de levures rehydratees, 
60% de farine, 30% d'eau, 8% de margarine et 1,7% NaCI. Puis, on emballe la pate de la meme maniere 
so que dans I'exemple 4. 

Exemple 7 

On utilise la pate de I'exemple 4 qui a ete conservee a une temperature de refrigeration pendant 1 jour, 
35 puis on cuit directement la pate a 220 *C, pendant environ 15 minutes. 

De meme, on cuit de la meme maniere que ci-dessus les pates de I'exemple 4 conservees 
respectivement sous refrigeration, 7, 28 et 60 jours. 

Enfin, pour comparaison on prepare une pate ayant la meme composition que celle decrite dans 
I'exemple 4, a la difference pres que Ton ajoute des levures de boulangerie LBB (Hirondelle. Lesaffre S.A. 
40 France) a la place des levures Lti. On fait lever la pate pendant 45 minutes a une temperature ambiante, 
puis on cuit la pate dans les memes conditions que celles decrites ci-dessus. 

Les trois pates cuites qui ont ete conservees 7, 28 et 60 jours presentent un goOt et une texture tres 
proches de celles d'une pate qui a ete levee par des levures de la maniere traditionnelle ci-dessus. 

Par contre, la pate cuite qui a ete conservee 1 jour presente un gout et une texture un peu differentes 
45 de celles d'une pate qui a ete levee par des levures d'une maniere traditionnelle. Ceci peut s'expliquer par 
le fait que lors du premier jour de conservation les levures NCIMB 40612 n'ont pas encore produit assez 
d'aromes et de gaz pour que la pate soit tres proche d'une pate traditionnelle. 

Exemple 8 

so 

La pate de I'exemple 5 qui a ete conservee respectivement a une temperature de refrigeration pendant 
2, 3, 7, 28 et 60 jours, est cuite directement a 220 'C, pendant environ 15 minutes. 

Les quatres pates cuites qui ont ete conservees 3, 7, 28 et 60 jours presentent un gout et une texture 
tres proches de celles d'une pate qui a ete levee par des levures de la maniere traditionnelle ci-dessus. 
55 Par contre, la pate cuite qui a ete conservee 2 jours presente un gout et une texture un peu differentes 
de celles d'une pate qui a ete levee par des levures LBB. Ceci peut s'expliquer par le fait que lors des 
deux premiers jour de conservation les levures NCIMB 40611 n'ont pas encore produit assez d'aromes et 
de gaz pour que la pate soit tres proche d'une pate traditionnelle. 
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Revendications 

1. Procede de construction d*une souche de levure de boulangerie presentant une un phenotype Lti, c'est 
a dire la capacite d'etre pratiquement inactive mais de survivre dans une pate h une temperature 
inferieure ou egale k 14 *C h laquellela pate ne congele pas, et d'etre pratiquement inactive jusqu'& 
18 *C dans un milieu maltose, dans lequel on croise premierement une souche Saccharomyces 
cerevisiae haploVde presentant la capacite d'§tre inactive h une temperature de 3 k 10 °C, de 
preference au dela de 10 *C, avec une souche Saccharomyces cerevisiae haploVde presentant au 
moins un allele MAL actif mais sous repression catabolique, puis dans une deuxieme etape on croise 
les segregants, et enfin on selectionne une souche dipioTde prototrophe presentant un phenotype Lti, 
un phenotype Mai actif mais sous repression catabolique, et un potentiel de croissance en processus 
fed-batch. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que dans la deuxieme etape on croise des 
segregants qui sont chacun issu d'un croisement premier different. 

3. Proc£d§ selon la revendication 1. caract£ris£ par le fait que Tailzie MAL actif mais sous repression 
catabolique peut etre constitutif ou inductible dans la levure. 

4. Procede seion la revendication 1 t caracterise par le fait que pour verifier la propriete Lti de ladite 
souche dipioTde a selectionner, on la soumet a un test de production de C02 dans une pate de 
boulangerie, durant plusieurs jours, a des temperatures comprises entre 3 et 30* C. 

5. Procede sefon la revendication 1 , caracterise par le fait que pour verifier le potentiel de croissance en 
processus fed-batch de ladite souche dipioTde a selectionner, on la developpe dans un milieu de 
culture qui demande une metabolisation respiratoire de la ou des source(s) de carbone. 

6. Souche de levure de boulangerie industrielle Saccharomyces cerevisiae presentant un rendement de 
croissance en processus fed-batch de 0,1 a 0,5 g de biomasse seche par.g de sucre, une production 
de CO2 inferieure a 15 ml/h/kg de pate jusqu'a 8*C, inferieure a 20 ml/h/kg de pate jusqu'a 12 *C, et 
inferieure a 10 ml par g de levure pressee jusqu'a une temperature de 18 °C apres 4 jours de culture 
en milieu maltose. 

7. Souche selon la revendication 6, caracterisee en ce qu'elle presente un taux de croissance exponentiel- 
le dans un milieu qui demande une metabolisation respiratoire de la ou des source(s) de carbone, egal 
ou superieur a 50% de celui d'une levure de boulangerie industrielle ne presentant pas une propriete 
Lti. 

8. Souche selon la revendication 6, caracterisee en ce qu'elle presente un rendement de croissance en 
processus fed-batch superieur a 0,5 g de biomasse seche par g de sucre(s). 

9. Souche selon les revendications 6 ou 8, caracterisee en ce qu'elle presente une production de CO2 
inferieure a 3 ml/h/kg de pate jusqu'a 12"C. 

10. Souche de levure de boulangerie industrielle choisie dans le groupe forme par les souches de 
Saccharomyces cerevisiae NCIMB 40612 selon la revendication 6 et NCIMB 40611 selon les revendi- 
cations 6 et 9. 

11. Utilisation d'une souche de levure de boulangerie industrielle selon Tune des revendications 6 a 10 
dans la production d'artictes de boulangerie a cuire au four apres conservation sous refrigeration. 

12. Procede de preparation d'une pate de boulangerie refrigeree et emballee, dans lequel on prepare une 
pate en melangeant une levure selon Tune des revendications 6 & 10 a au moins de Teau et de la 
farine, puis on emballe la pate dans un recipient qui comprend une soupape de sortie de gaz. 

13. Procede de preparation selon la revendication 12, caracterise en ce que Ton melange puis on emballe 
la pate a des temperatures de refrigeration. 
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14. Procede de preparation selon la revendication 12, caracterise en ce que Ton emballe la pate sous une 
atmosphere comprenant de I'azote ou du dioxyde de carbone ou un melange des deux. 

15. Procede de preparation selon la revendication 12, caracterise en ce que Ton melange la levure a la 
pate & raison de 0,1 k 1% en matiere seche de levure pressee ou rehydratee. 

16. Procede de preparation selon la revendication 12, caracterise par le fait que les levures contiennent du 
trehalose. 

17. Procede de preparation selon la revendication 12, caracterise en ce que Ton ajoute a la pate 1 2 a 2% 
de NaCI. 

18. Pate de boulangerie comprenant au moins de I'eau, de la farine et une levure de boulangerie selon 
I'une des revendications 6 a 10, qui est conservee au moins 1 a 2 jours sous refrigeration. 
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